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緒  言 
 繭の作柄と品質に影響を及ぼす要因の一つに蚕病がある．各種病原体が引き起こす蚕病
としては，ウイルス病（川瀬，1989, 1990ab; 川瀬・宮島，1989），糸状菌病（河上，1972; 
Riba et al., 1982; 河上・三国，1984），細菌病（河北ら，1967; 児玉・中筋，1968, 1969abc; 関
島，1969ab; 飯塚，1972ab; 永江，1974, 1977ab; 永江・鈴木 1976, 1982; 岩波ら，1985），
および微胞子虫由来の微粒子病（石原，1985; Kawarabata, 2003）があげられる．これらの
蚕病のうち，今なお養蚕現場で違作を引き起こす病原体は，カイコ核多角体病ウイルス
（Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV）である．BmNPV は，本論文でも取り上げる
ように，繭の品質に影響を及ぼす内部汚染繭の発生原因として全国的に知られており（山
形県: 石井ら，1975; 山梨県: 関，1981; 長野県: 清水・小森，1981a; 埼玉県: 野口・小林，





 内部汚染繭の発生原因として知られる BmNPV は，バキュロウイルス科アルファバキュ
ロウイルス属のグループ１クレード la に分類されるウイルスで（Jehle et al., 2006; Harrison 
and Hoover, 2012），そのゲノムは他の NPV と同様に環状２本鎖 DNA から構成されている
（Onodera et al., 1965; Kok et al., 1972; Summers and Anderson, 1973）．BmNPV の標準株であ
2 
 
る BmNPV T3 系統のゲノムは 128,413 塩基対で， 60 アミノ酸鎖長以上の開放読み取り枠
（open reading flame: ORF）は 136 個あると推定されている（Gomi et al., 1999）．BmNPV を
含むバキュロウイルスは，感染過程において，二つのタイプのウイルス粒子を形成する
（Summers and Volkman, 1976）．一つは，感染細胞から宿主の体腔に移行し，次の細胞へ感
染する出芽ウイルス（budded virus: BV）である．もう一つは，宿主の細胞核内で形成され




染の主体となる後者の ODV である．ODV を包埋する多角体は，ポリヘドリンとよばれる
タンパク質から構成されており（Iatrou et al., 1985; Rohrman, 1992），環境からウイルスを保










































































は次の 4 章から構成されている． 
6 
 
 第 1 章は，近年の蚕病問題として，BmNPV による内部汚染繭の発生問題を取り上げた．
BmNPV による内部汚染繭の発生が養蚕地域でどのように変遷し，繭の作柄に影響を及ぼ
すのかを解析した．本章から，BmNPV が要防除対象ウイルスであること示す． 




 第 3 章では，次亜塩素酸ナトリウムを蚕病防除に使用するための課題と解決策を提案し，
応用的側面から研究を行い，食品添加物から構成される「養蚕用除菌洗剤」の基本組成を
開発した経緯を記述する． 














因究明と防除に関する研究が行われてきた（石井ら，1975; 関，1981; 清水・小森，1981a; 











 茨城県旧霞ヶ浦町（9 戸），旧千代田町（4 戸），旧八郷町（1 戸）および旧石岡市（5 戸）
に位置する全養蚕農家を対象に，内部汚染繭の発生状況を調査した．調査が行われた 2002
年の飼育蚕品種は，春蚕期（5 月上旬～6 月中旬）が“春嶺×鐘月”，夏（6 月下旬～7 月中
旬），初秋（8 月上旬～下旬）および晩秋蚕期（9 月上旬～下旬）が“錦秋×鐘和”であり，






ち上蔟日から数えて 9～10 日目に，各養蚕農家の繭を無作為に 500 粒ずつ採集し，翌日に
繭を一粒ずつ振りながら繭の内部でへい死したカイコ（以後，繭中へい蚕）に起因する内
部汚染繭（図 1）を選別し，その発生率を求めた．次に，選別した内部汚染繭をカッター
ナイフで個別に切開後，繭に滅菌蒸留水 2 ml を加えてチップの先端でよく磨り潰した．得
られた磨砕液を 1 ml 採取して 1.5 ml の滅菌チューブに入れ，－20℃で凍結保存した．この
凍結試料を順次解凍し，以下に述べる染色法で BmNPV の多角体を検出した． 
核多角体の検出と識別 
 腐敗の進んだ繭中へい蚕から BmNPV の多角体を検出するために，Buffalo Black 染色
（Evans and Shapiro, 1997）を行った．内部汚染繭から得られた凍結試料を解凍し，滅菌蒸
留水で 2 倍に希釈した．その一滴をスライドグラスに薄く塗抹して軽く風乾後，40℃に保
温した Naphthol Blue Black（Acid Black 1，シグマ アルドリッチ ジャパン社製）染色液に
5 分間浸漬後，流水で約 10 秒間洗浄し，核多角体の有無を光学顕微鏡下（15×40 倍）で確
認した．この方法により各養蚕農家から集めた繭 500 粒に対する核多角体病率を求めた．
なお本染色法は，カイコ細胞質多角体病ウイルス（Bombyx mori cypovirus, BmCPV）の多角






















図 2．Buffalo Black 染色による多角体の染め分け． 










さらに各蚕期の相関係数を Tukey 型の多重範囲検定（Zar, 1999）で比較した．また，各蚕
期の内部汚染繭率と核多角体病発生率の間で線形回帰を行い，回帰式と決定係数（R2）を
求めた． 
結  果 
 茨城県内の養蚕地域における内部汚染繭の発生率とその核多角体病率を表 1 に示した．
養蚕地域では，すべての蚕期（春～晩秋）に核多角体病による内部汚染繭（以後，ウイル
ス性の内部汚染繭）が発生した．春にウイルス性の内部汚染繭が発生した養蚕農家（D，G，
H，I，J，L，M，O，P および R）では，J と M を除き，その後の蚕期もウイルス性の内部
汚染繭が発生した． また，春にウイルス性の内部汚染繭が発生していなかった養蚕農家の
うち，A，B，F および Q の養蚕農家でも夏蚕期以降にウイルス性の内部汚染繭が発生した．
例外的に N の養蚕農家では，すべての蚕期でウイルス性の内部汚染繭が発生していなかっ
た（なお，この養蚕農家は第 2 章でとりあげる壊滅的な違作をした養蚕農家であることを



































A         5.8         0.0       14.0         0.2         1.2         0.6
B         2.4         0.0         1.4         0.0         0.6         0.0         2.6         1.6
C         1.2         0.6         4.2         1.0
D         0.8         0.2         9.8         8.0         8.2         4.8         6.6         4.2
E         3.4         0.0
F         1.8         0.0         6.6         2.0         4.0         1.2         6.0         4.6
G         0.8         0.4         3.0         0.2         4.6         0.0         4.0         0.6
H         2.4         1.4       14.8       11.4       11.8       10.0       11.4         8.8
I         5.4         4.6       11.4         9.8       18.6       17.4
J         0.8         0.2         0.6         0.0         0.4         0.0         1.2         0.0
K         3.2         0.0
L         0.6         0.4       22.6       18.0       12.4       10.8
M         2.2         0.4         1.6         0.0         1.0         0.0
N         0.6         0.0         1.8         0.0         5.6         0.0         0.4         0.0
O         5.8         4.4         1.8         0.4       10.8         7.6
P         2.0         0.4         4.2         2.4         8.2         8.0
Q         1.6         0.0       15.0       13.6
R         1.2         0.2         5.8         4.8         8.0         6.6
S         1.0         0.0
平均         2.3         0.7         6.7         3.7        4.8         2.2         7.2         5.6














































域では春から晩秋蚕期に向かうほど決定係数（R2）は 1 に近づいた（図 3）．  
 
考  察 
 養蚕農家で発生する内部汚染繭を調べると，化蛹前の幼虫が腐敗しているものや，蛹が
溶解しているものが多い（図 1）．このような繭中へい蚕から客観的な手法で核多角体を識
別するために，本研究では Buffalo Black 染色法（Evans and Shapiro, 1997）を採用した．内




Hyphantria cunea NPV の多角体を染色した福原（1982）の例や，クワゴマダラヒトリ
Thanatarctia imparilis (Spilosoma imparilis) NPV の多角体を染色した国見（1986）の例など
が報告されている．本染色法は，Bromophenol blue（阿部，1973; 国見・有賀，1974; Fuxa et 




















蚕期（2002年）   N a r b SE c t d
春 17                0.674 a                 0.191                 3.53 *
夏 15                0.866 ab                 0.139                 6.23 **
初秋 9                0.874 ab                 0.184                 4.75 *
晩秋 15                0.985 b                 0.048               20.52 **
表2．各蚕期の内部汚染繭率と核多角体病発生率の関係
   a
 調査農家戸数．
   b
 相関係数r ． 異なる文字間には，Tukey型多重範囲検定（Zar, 1999）により，相関係数の間に有意差が認められる（P <0.05）．
   c
 r の標準誤差．
   d
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第 2節 核多角体病による内部汚染繭の発生と収繭量への影響 
材料および方法 
 第 1 節の養蚕地域を対象に，2002 年の春～晩秋蚕期の内部汚染繭率と収繭量の関係を調
べ，各蚕期の相関係数を Tukey 型の多重範囲検定（Zar, 1999）で比較した．養蚕地域の収
繭量に関する資料は，土浦地域農業改良普及センターより入手した．調査当時の茨城県内
の配蚕頭数は，１箱あたり約 27,000 頭であった． 




結  果 
内部汚染繭の発生率と収繭量の関係を各蚕期で比較した結果, 春～初秋蚕期の間は相関























蚕期（2002年）   N a r b SE c t d
春 17              0.229 b               0.251            0.912 ns
夏 15          －0.248 b               0.269           －0.922 ns
初秋 9          －0.136 b               0.375           －0.363 ns
晩秋 15          －0.749 a               0.184           －4.071 *
表3．各蚕期の内部汚染繭率と収繭量 (kg) の関係
   a
 調査農家戸数．
   b
 相関係数r ． 異なる文字間には，Tukey型多重範囲検定（Zar, 1999）により，相関係数の間に有意差が認められる（P <0.05）．
   c
 r の標準誤差．
   d


























































 旧霞ヶ浦町 Ａ 40.6 1.0 2.4 1.4
Ｂ * * * *
Ｃ * * * *
Ｄ * * * *
Ｅ * * * *
Ｆ 28.2 2.6 7.7 5.1
Ｇ 38.2 1.4 2.9 1.5
Ｈ 41.5 1.4 2.2 0.8
Ｉ 41.6 2.0 2.2 0.2
 旧千代田町 Ｊ 42.8 0.8 1.9 1.1
Ｋ 37.8 1.4 3.1 1.7
Ｌ 42.4 2.0 2.0 0
Ｍ 47.6 0.6 1.2 0.6
 旧八郷町 Ｎ 44.2 0.0 1.7 1.7
 旧石岡市 Ｏ 42.3 1.8 2.0 0.2
Ｐ 35.2 2.6 4.0 1.4
Ｑ 43.3 2.6 1.9     －0.7







































秋蚕期の単繭重は，2002 年の調査で 1.89±0.16 g，2003 年の調査で 1.86±0.16 g であり（表














 旧霞ヶ浦町 Ａ   1.98   1.83
Ｂ   2.20 *
Ｃ * *
Ｄ   1.77 *
Ｅ * *
Ｆ   1.70   1.51
Ｇ   1.93   1.82
Ｈ   2.03   1.85
Ｉ   1.74   1.87
 旧千代田町 Ｊ   1.76   1.82
Ｋ *   2.14
Ｌ   1.78   1.79
Ｍ   2.10   2.15
 旧八郷町 Ｎ   2.09   1.78
 旧石岡市 Ｏ   1.73   1.86
Ｐ   1.70   1.84
Ｑ   1.94   1.93
Ｒ   1.92 *
平均   1.89   1.86













合性を検証すると表 4 のとおりとなる．養蚕現場 Q の一例を除くと，回帰式から推定され
た内部汚染繭率は，実測値よりもわずかに高い値を示し，収繭量が多くなるほど内部汚染


















摘  要 
 核多角体病による内部汚染繭の発生が，複数の養蚕農家から構成される養蚕地域におい
てどのような季節的変遷を遂げながら繭の作柄に影響するのか解析した．2002 年の春，夏，


















第 2 章 核多角体病ウイルスによる汚染の実態 
 
第 1 章 第 1 節で示したとおり，養蚕現場では，春蚕期の内部汚染繭からカイコ核多







BmNPV が拡散するか調査し，上蔟室が BmNPV の主たる汚染箇所であることを明らか















秋蚕期の各収繭直後に塵埃を採集した．各蚕期の塵埃採集は，春蚕期開始前の 4 月 23 日，
春蚕期収繭直後の 6 月 13 日～15 日，夏蚕期収繭直後の 7 月 20 日～23 日，初秋蚕期収繭直








BmNPV の検出は，塵埃添食試験法により行った．塵埃試料 1 g に，0.05 M に調製した
ピロりん酸ナトリウム水溶液を 9 g 加えてよく撹拌し，10％（w/w）塵埃浮遊液を作り，24
時間 5℃で静置した．この上清を人工飼料の小片（2 cm×4 cm，厚さ 0.5 cm，1～3 齢原種
用，日本農産工業社製）の全面によく塗布し，2 齢起蚕 20 頭（蚕品種: 朝・日×東・海）
に 24 時間摂食させた．その後，清浄な人工飼料に移し換え，25℃，16L8D の環境下で飼
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育した．添食開始から 6 日間の総発病頭数を求めた．BmNPV 感染の有無は，供試蚕の組
織の塗沫標本を作成し，多角体の有無によって判定した．なお，塗沫標本の多角体は Buffalo 
Black 液（1.5％）で染色した（Evans and Shapiro, 1997）．生物検定は，各塵埃試料について
3 回行った．  
結  果 
春蚕期開始前のウイルス分布 
BmNPV は，13 か所の養蚕現場のうち 10 か所から検出され，施設別では，上蔟室（8 か




 春蚕期の調査では，14 か所の養蚕現場のうち 11 か所から BmNPV が検出され，施設別
では，上蔟室（10 か所），母屋の玄関前（5 か所），貯桑場ならびに蚕室（各 4 か所）の順
に検出件数が多かった（表 7）．また，BmNPV が検出された養蚕現場では，H の一例を除
いて，すべての上蔟室からウイルスが検出された． 
夏蚕期の調査では，13 か所の養蚕現場のうち 11 か所から BmNPV が検出され，施設別
では，上蔟室（9 か所），貯桑場（6 か所），母屋の玄関前（4 か所）および蚕室（3 か所）




















 旧千代田町 J 20
L 20
M 20
 旧八郷町 N 20




母屋の玄関前 貯桑場 蚕室 上蔟室
          0  0  0           0  0  0           0  0  0           0  0  0
          0  0  0  *           1  3  0           2  6  0
          2  1  0           2  0  0           0  0  0           5  5  1
          0  1  0           0  0  0           2  1  0           4  5  1
          0  0  0           1  0  0           0  0  0           0  0  0
          0  0  0           1  2  0           2  0  0           0  1  0
          3  0  0           0  0  0           0  6  0           3  3  2
          0  0  0           0  0  0           0  0  0           0  0  0
          0  0  0           2  0  2           4  2  1           3  7  1
          0  0  0           0  1  0           0  0  0           0  0  0
          0  0  0           0  0  0           0  0  0           0  0  0
          1  0  0           1  1  0           0  0  0           1  2  0
c  生物検定1回あたりの供試頭数．蚕品種“朝・日×東・海”の2齢幼虫（0日目）を用いて，各試料につき試験を3回行った．
*  塵埃が得られなかった．




 塵埃採集日: 4月23日．養蚕現場 C, E, K, QおよびRでは，塵埃採集の許可が得られなかった．















春 夏 初秋 晩秋 春 夏 初秋 晩秋 春 夏 初秋 晩秋 春 夏 初秋 晩秋
 旧霞ヶ浦町 A 20 0 0 － 0 0 3 － 0 0 0 － 0 0 0 － 0
B 20 － 1 0 0 － 2 * * － 5 0 3 － 0 0 1
D 20 0 0 1 － 2 2 0 － 0 0 0 － 2 12 0 －
F 20 0 1 0 3 0 0 0 1 0 0 0 0 7 5 1 4
G 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 5 0 0
H 20 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 0 3 0 3
I 20 1 0 0 1 0 0 2 2 0 4 0 2 3 3 2 7
 旧千代田町 J 20 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 4 0 8
K 20 － 0 － － － 0 － － － 0 － － － 0 － －
L 20 0 0 － 2 0 1 － 1 0 0 － 0 2 5 － 5
M 20 0 0 － 0 0 0 － 0 0 0 － 0 0 1 － 0
 旧八郷町 N 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
 旧石岡市 O 20 1 0 0 0 2 5 0 0 1 0 0 0 5 1 0 3
P 20 6 － 0 0 1 － 0 3 5 － 2 7 10 － 6 7
Q 20 0 － － 0 0 － － 0 1 － － 0 3 － － 2


















初秋蚕期の調査では，10 か所の養蚕現場のうち 4 か所から BmNPV が検出され，施設別
では，上蔟室（3 か所），母屋の玄関前，貯桑場ならびに蚕室（各 1 か所）の順に検出され
た（表 7）．他の蚕期の収繭直後に比べると，BmNPV が検出される養蚕現場は少数であっ
た． 
晩秋蚕期の調査では，13 か所の養蚕現場のうち 9 か所から BmNPV が検出され，施設別
では，上蔟室（9 か所），蚕室ならびに貯桑場（各 4 か所）および母屋の玄関前（3 か所）
の順に検出件数が多かった（表 7）．晩秋蚕期の収繭直後に BmNPV が検出された養蚕現場
では，すべての上蔟室から BmNPV が検出された． 
考  察 
茨城県南地域の養蚕現場を対象に，BmNPV による施設の汚染状況を調べた結果，上蔟
室が最も BmNPV に汚染されやすいことが判明した．この汚染傾向は，春蚕期の開始直前




BmNPV が検出された．しかし，BmNPV が検出された養蚕現場の数が 2～3 か所と少ない
ため，上蔟室内が BmNPV の主要な汚染箇所であると推定するには至らなかった．本研究
では，調査対象とする養蚕現場の数を拡大し，春蚕期開始直前に 13 か所，各蚕期の収繭直





から BmNPV が育蚕関連施設とその周辺に広く拡散していた（表 6）．一般に，多角体に包
埋された NPV は自然環境に耐性があり（England et al., 1998），アメリカシロヒトリ
Hyphantria cunea の NPV では，土壌中で約 8 か月間病原性を維持した報告例がある
（Hukuhara and Namura, 1972）．カイコに感染する BmNPV の場合では，相対湿度 0％，全
暗条件の室内環境下で約 5 か月間病原性を維持しており（清水・小森，1981b），土壌に混





































第 2節 PCR 法による立体構造物からのウイルス検出法の考案 
材料および方法 
プライマーの設計 
BmNPV を構成する主要キャプシドタンパク p39 遺伝子（Bp39 遺伝子: Lu and Iatrou, 1996）
の塩基配列情報を利用して， Bp39 遺伝子に特異的なプライマーペア（Bp39-1F，Bp39-2R）
を設計した（表 8）．このプライマーペアの特徴は，アミノ酸レベルで他の核多角体病ウイ
ルスの p39 遺伝子とは異なる塩基配列を持つことである（図 5）．プライマーペアの Tm値
は，Bp39-1F で 57℃，Bp39-2R で 63℃と算出されたので，PCR のアニーリング温度は 57℃
に設定した． 
プライマーの検出感度と PCR の再現性 
BmNPV の多角体（102，103，104，105，106 および 107 多角体/ml）を 100 倍量のアルカ
リ溶液（0.2 M Na2CO3, 0.2 M NaCl, 20 mM EDTA, pH 10.8）で溶解した．次に，各濃度のウ
イルス懸濁液 1 ml をチューブ（1.5 ml）に移し換え，2,100×g で 10 分間遠心後，上清 0.1 ml
を採取し，核酸抽出試薬（ISOGEN，ニッポンジーン社製）でウイルス DNA を抽出・精製
した（野口ら，1998）．常法の PCR 反応液に DNA Taq ポリメラーゼ（TaKaRa EX Taq 
polymerase，タカラバイオ社製）とプライマーペア（Bp39-1F および Bp39-2R，Invitrogen
社製）を加え，サーマルサイクラー（SP，タカラバイオ社製）を使用して PCR を行った．

























































BmNPV MALMPVGMAP RKMRVNRCIF ASIVSFDACI TYKSPCSPDA YHDDGWFICN SHLIKRFKMS KMVLPIFDED DNQFKMTIAR HLVGNKERGI 90
AcNPV -------V-- -Q-------- ---------- ---------- ---------- N--------- ---------- ---------- ---------- 90
OpNPV ---VSP-VSS -R*ST-H--- GA-EP--S-V --R----S-- SV-------D Y--KL----- ------Y--- ---Y-R---- ----H----V 89
BmNPV KRILIPSATN YQEVFNLNSM MQAEQLIFHL IYNNEAAVNV ICDNLKYTEG FTSGKQRVIH SVYATTRSIL DTTNPNTFCS RVSRDELRFF 180
AcNPV ---------- --D------- ---------- -----N---- ---------- ---N------ ------K--- ---------- ---------- 180
OpNPV ----V-TRA- -MT----PG- -L-------- --D-RLE--R --AS--NN-N -IDNTYS-VS ---SA--N-- SL-D-QAY-- --AN-DV--- 179
BmNPV DVTNARTR*R GGVGDQLFNN YSGFLQNLI* RAVAPEYLQI DTEELRFRNS ATCIIDETGL VASVPDGPEL YNPIRSSDIM KSQPNRLQIR 268
AcNPV ------AL*- --A------- ---------R ---------- ---------C ---------- ---------- ---------- R--------- 269
OpNPV -ANVVDNNRQ A-N--TV--- MP---R---R ------T--- -S-D--L--C N--V-NN--- --T-TN*T-- ---V-----I -TR------- 268
BmNPV NVLKFEGDTR ELDRTLRGYE EYPTYVPLFL GYQIINSENN FLRNDFISRA NPNATLGGGA LAGPAPGVVL GEASGSVAA 347
AcNPV ---------- ------S--- ---------- ---------- -------P-- ---------- V-------A* ---G-GI-V 347
OpNPV ---------- A-E---GR-- ---M------ ---LV-LG-D I--ANNFLP- PFGVPQAVNN -EAQ--AAPA PA-PAPA-A PVV 351








 PCR の増幅産物（1,014 bp）から，さらに 815 bp の塩基配列が増幅されるように，もう
一組みのプライマーペア（Bp39-3F，Bp39-4R）を設計した（表 8）．このプライマーペア
の Tm値に基づいて，nested-PCR のアニーリング温度を 61℃に設定した．Nested-PCR の設
定は，94℃ 1 分間，61℃ 1 分間および 72℃ 1 分間で 20 サイクルとした．Nested-PCR の
増幅産物は，先で行った PCR と同一手順で検出した．Nested-PCR の検出感度の安定性を
確認するため反復試験（n＝4）を行った．鋳型には，先の PCR で得られた各供試濃度の多
角体に由来する DNA 増幅産物を用いた． 
試料の採取と BmNPV の検出 
 本章第 1 節でとりあげた養蚕地域から，2002 年の晩秋蚕期に核多角体病により内部汚染




回収し，－20℃で保存した．ガーゼに付着した埃から BmNPV の DNA を回収するために，
ガーゼの入った滅菌チューブにアルカリ水溶液（0.2 M Na2CO3, 0.2 M NaCl, 20 mM EDTA, 









図 6.  収繭毛羽取機からの試料採取法． 
A: 収繭毛羽取機．B: 滅菌ガーゼを入れた試料採取用チューブ. C: 採取された試料． 







A B C 
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チューブを 2,100×g で 10 分間遠心後，上清 0.1 ml を採取して核酸抽出試薬（ISOGEN，ニ
ッポンジーン社製）でウイルス DNA を抽出・精製した．得られた DNA を鋳型として PCR
を行い，その増幅産物を用いて nested-PCR を行った． 
結  果 
プライマーの検出感度と PCR の再現性 
BmNPV Bp39遺伝子の塩基配列から設計された PCRプライマーの検出感度を表 9に示し
た．検出感度は，105 多角体/ml が再現のある検出限界であり，それ以下の多角体数では
再現性が低かった（表 9，図 7-A）．次に，nested-PCR プライマーで PCR の増幅産物を増
幅した結果，多角体 1 個/ml から，標的塩基配列の増幅が可能となり，再現性も認められ
た（表 9，図 7-B）． 
PCR 法による収繭毛羽取機からの BmNPV の検出 
 収繭毛羽取機のウイルス汚染を調べた結果，PCR で BmNPV が検出された養蚕現場は F
のみであった（図 8-A）．次に nested-PCR でさらに BmNPV の検出を試した結果，養蚕現
場 D，H および O からもウイルスが検出され，I でもやや薄いバンドが認められた．養蚕
現場 P では，nested-PCR を用いても BmNPV は検出されなかった（図 8-B）． 
考  察 
本研究では，BmNPV の Bp39 遺伝子領域（Lu and Iatrou,1996）の塩基配列に基づいて，PCR





























  バンドのシグナル強度:  鮮明 (+), 不鮮明 (±), 不明 (－).
＋＋＋－ ＋＋＋＋ 20 61
 a 反復数．
 b アルカリ水溶液（pH 10.8）による100倍希釈後の多角体濃度．アルカリで溶解した多角体溶液0.1 mlからウイルスDNAを抽出し，
DNA 溶液1μlに基づいてPCRを行った．
±－－－ ＋＋＋＋ 60 57
Nested-PCR 4 ＋＋＋＋ ＋＋－＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋













図 7．PCR（A）および nested-PCR（B）によるカイコ核多角体病ウイルス（BmNPV）の検出． 
M: マーカー，1: BmNPV ゲノム DNA，2: 1 多角体/ml, 3: 10 多角体/ml, 4: 102 多角体/ml, 5: 103
多角体/ml, 6: 104 多角体/ml, 7: 105 多角体/ml.  
PCR プライマー: Bp39-1F, Bp39-2F, Nested-PCR プライマー: Bp39-3F, Bp39-4R.  
PCR 反応条件: 94℃ 1 分間，57℃ 1 分間，72℃ 1 分間，60 サイクル． 
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M: マーカー, 1: BmNPV ゲノム DNA, 2: 養蚕現場 D, 3: 養蚕現場 F, 4: 養蚕現場 H, 5: 養蚕現
場 I, 6: 養蚕現場 O, 7: 養蚕現場 P.  
PCR プライマー: Bp39-1F, Bp39-2F. Nested-PCR プライマー: Bp39-3F, Bp39-4R. 
PCR 反応条件: 94℃ 1 分間，57℃ 1 分間，72℃ 1 分間，60 サイクル． 
Nested-PCR 反応条件: 94℃ 1 分間，61℃ 1 分間，72℃ 1 分間，20 サイクル． 
1,000 bp
M 1 2 3 4 5 6 7
750 bp








BmNPV の温床になりやすい蚕具の一つと考えられる．また，すでに第 1 章で述べたとお










ヘドリン遺伝子（Iatrou et al., 1985）と景安ら（1997）の IE1 遺伝子（Huybrechts et al., 1992）
がある．両遺伝子の塩基配列は，ヨトウガの一種（Autographa californica）の核多角体病ウ
イルス（AcNPV）の両遺伝子の塩基配列と極めて相同性が高いため，野口・嶋田（1996）
は，プライマーのアニーリング温度を 55℃，PCR の反復回数を 30 回に設定し，この問題
の回避を図った．また，景安ら（1997）の設計した BmNPV IE1 遺伝子を検出するために




する特異性を高めるために，BmNPV の主要キャプシドタンパクをコードする Bp39 遺伝子
（Lu and Iatrou, 1996）の塩基配列を用いた．この遺伝子がコードするアミノ酸配列には，
AcNPV とドクガ一種（Orgyia pseudotsugata）の NPV（OpMNPV）の同配列部位とは一致
しない箇所が多数存在するため（図 5），この部分に注目することで，BmNPV に対して特
異性の高いプライマーが設計できると考えた（表 8）．この部位に基づいて本研究で設計さ
れたプライマーのウイルス検出限界は，多角体数として 105 個/ml であり，これ以下では
検出不可能であった（表 9）．養蚕現場から集めた試料中に存在する多角体数は未知のため，
期待される検出感度の目標を多角体 1 個/ml として，nested-PCR のプライマーを設計した
（表 8）．このプライマーペアを用いて PCR の増幅産物を nested-PCR で処理した結果，多
角体 1 個に由来する BmNPV から標的塩基配列の増幅が可能となった（表 9，図 7-B）．こ
の手法を用いて，養蚕現場の上族室内に設置されている収繭毛羽取機から BmNPV の検出
を行った結果，PCR 単独の場合では，養蚕現場 F の試料で薄いバンドが検出された他は，
検出が困難であった（図 8-A）．そこで nested-PCR を行い，BmNPV の検出を試みた結果，
養蚕現場 D，H および O でバンドが検出され，養蚕現場 I で薄いバンドが検出された（図
8-B）．養蚕現場 P では，nested-PCR を用いても BmNPV の標的塩基配列が増幅されていな
かったため（図 8-B），収繭毛羽取機から採取した試料には，多角体が 1 個も付着していな
かったと考えられる．これらの結果から，養蚕現場 F の収繭毛羽取機は最も BmNPV に汚































違作を経験した常習違作農家を調査対象とした（表 12 参照）．1999 年の年間掃き立て箱数
は 32 箱であった．当時の労働構成は，50 代の男女が各 1 名，70 代の女性が 1 名，および
上蔟期に女性労働者を１～2 名雇う構成であった．この養蚕現場では，消毒剤として，ア
リバンドを添加した 2％ホルムアルデヒド水溶液が使用されていた．消毒剤の散布箇所は，




所で 2～3 齢の眠期まで飼育されたのち，農家へ配蚕されていた． 
消石灰の希釈濃度と pH の関係および継時的安定性の評価 
 消石灰（水酸化カルシウム）水溶液の pH とその経時的安定性を確認するために，消石
灰水溶液（アルカリ成分 70％消石灰，エクセル・パル社製）を 5 段階濃度（0.05％，0.1％，
0.5％，1.0％および 5.0％（w/v））で調製し，各濃度の pH 値を 10 分，30 分，60 分および 
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24 時間後に測定した．各時間に測定した消石灰水の pH 値を Steel-Dwass の多重範囲検定
法（α＝0.05）で比較した．さらに，pH 値の安定性を調べるため，水溶液の調製から 10 分
後および 24 時間後に測定した pH 値を Wilcoxon の符号付き順位和検定法（α＝0.05）で比
較した． 
消石灰水の BmNPV 不活化効果の検証 
 先の試験と同様に 5 段階濃度（0.05％，0.1％，0.5％，1.0％および 5.0％（w/v））で調製
した消石灰水溶液を 25℃で 1 時間置いた後，BmNPV の多角体を終濃度が 107 個/ml となる
ように混合し，25℃で 15 分，30 分および 60 分間の浸漬処理を行った．この処理溶液を人
工飼料（シルクメイト 1～3 齢原種用，日本農産工業社製）1 g に対して 1 ml の割合で混入
し，カイコの孵化幼虫に 24 時間摂食後，清浄な人工飼料に切替えて飼育した．供試蚕品種
は，人工飼料育に適した“ひたち×にしき”とし，各区 10 頭の 2 連制で試験を行った．消毒
効果の判定は，試験開始から 7 日目までの総発病頭数に基づいた． 
2 種多角体病ウイルスの分布調査 
 防疫対策を検討するために，2000 年の夏～晩々秋蚕期にかけて，常習違作農家の養蚕現
場で 2 種多角体病ウイルス（BmNPV および BmCPV）の分布状況を調査した．蚕期の開始
前，蚕期の間および収繭直後に，図 10 に示した 20 か所の地点から，採集用具を用いて塵








くは細胞質多角体病で幼虫が 1 頭でも死亡した場合には“2”を与えた．生物検定から 9 日目
まで核多角体病を発症することなく全ての幼虫が生存し，中腸被膜組織に細胞質多角体が


























春蚕期から 2003 年の晩秋蚕期にかけて各蚕期の繭を 500 粒採集し，内部汚染繭の発生率と
内部汚染繭の核多角体病発生率を調査した．調査は，第1章 第1節で記した方法で行った． 
結  果 
消石灰の希釈濃度と pH の関係およびそれらの継時的安定性 
 常習違作の状態にある養蚕現場の防疫対策として消石灰水溶液を導入する前に，消石灰
の希釈濃度と pH の関係およびそれらの継時的安定性を評価した．消石灰粉末（アルカリ
成分 70％）を用いて 5 段階の濃度の水溶液（0.05％，0.1％，0.5％，1.0％および 5.0％（w/v））
を調製し，調製から 10 分，30 分，60 分および 24 時間経過後の pH 値を測定した結果，各
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濃度区の pH 値は， 0.05％，0.1％および 0.5％の濃度区間において，いずれの経過時間に
おいても有意な差が認められたが（Steel-Dwass の多重範囲検定，p＜0.05），0.5％以上の濃
度区間では，pH 値に有意差が認められなかった（図 9）．次に，各濃度に調製した消石灰
水溶液の pH 安定性を確認するために，調製から 10 分および 24 時間経過後の pH 値を比較
した結果，いずれの供試濃度においても両時間経過後に有意な差は認められなかった
（Wilcoxon の符号付き順位和検定，p＞0.05）（表 10）． 
消石灰水の BmNPV 不活化効果の検証 
 BmNPV が完全に不活化される消石灰水溶液の濃度は 0.5％（w/v）以上であり，本試験

























































































0.05% 0.1% 0.5% 1.0% 5.0%
　　　　　10分 12.24 ± 0.05 a 12.53 ± 0.05 a 12.98 ± 0.02 a 12.99 ± 0.01 a 13.03 ± 0.01 a





























0% 0.05% 0.1% 0.5% 1.0% 5.0%
1 10 9 1 0 0 0
2 10 6 4 0 0 0
1 10 3 0 0 0 0
2 10 4 2 0 0 0
1 10 7 0 0 0 0
2 10 6 2 0 0 0
   表11．核多角体病ウイルス（BmNPV）の不活化に及ぼす消石灰水濃度と処理時間の関係















































































































年間 5 蚕期の養蚕が行えるまでに回復した（表 12）．年間あたりの配蚕箱数と総収繭量は，
防疫対策導入 1 年目の 2001 年時点では 635.8 kg/20 箱，2 年目の 2002 年には 734.4 kg/24
箱，3 年目の 2003 年には 926.3 kg/28 箱となり，年間総収繭量は増加した． 
第 1 章で行った BmNPV による内部汚染繭の発生調査と並行して，2002 年の春蚕期から
2003 年の晩秋蚕期にかけて各蚕期の繭を 500 粒採集し，単繭重と BmNPV による内部汚染
繭の発生状況を調査した．単繭重は 2002 年の初秋蚕期（1.54 g）を除き 1.8～2.2 g の範囲
であった（表 13）．また，各蚕期の内部汚染繭率は，両年とも初秋蚕期が 5％台の発生率で
他の蚕期に比べて高い傾向が認められたが，BmNPV による内部汚染繭の発生は，2 年間に
わたる調査期間中，全く認められなかった（表 14）．  





















春 夏 初秋 晩秋 晩々秋
1999          32.6 (8)           26.4 (6)           16.0 (5)             4.9 (8)             0.6 (5)
2000 ―
c           32.6 (5)           29.6 (5) ―           25.2 (6)
2001          40.2 (3)           33.7 (6)           27.2 (5) ―           29.5 (6)
2002          35.2 (7)           24.9 (6)           24.4 (5)           36.1 (6) ―
2003          34.6 (7)           30.2 (6)           33.9 (5)           32.7 (6)           34.3 (4)
 






























2002 1.83 1.54 2.09
2003 2.04 1.84 1.78
 
b





























春 夏 初秋 晩秋
2002 0.6 (0.0) 1.8 (0.0) 5.6 (0.0) 0.4 (0.0)

























　　　　　　春 1,312 42.9 2.95 89.8 20.06 80.9
　　　　　　夏 1,327 35.8 2.43 71.3 19.05 78.1
　　　　　　初秋 1,320 30.8 2.10 68.9 19.34 81.6
　　　　　　晩秋 1,292 39.5 2.75 84.0 18.81 80.0
 2003年
　　　　　　春 1,291 38.8 2.71 86.0 19.13 79.7
　　　　　　夏 1,366 41.8 2.76 88.6 20.47 82.2
　　　　　　初秋 1,407 38.6 2.47 78.2 20.62 83.5
　　　　　　晩秋 1,108 33.1 2.69 89.2 18.56 78.6
 
a

















考  察 
1999 年に，茨城県旧八郷町の養蚕農家で壊滅的な違作が発生した．被害が発生した養蚕
現場では，その年の初秋蚕期から核多角体病と細胞質多角体病が併発し，蚕期を重ねるご
とに収繭量が減少した結果，晩々秋蚕期には 5 箱の飼育で収繭量は 3 kg という深刻な状況
に陥った（表 12）．表 12 は，一箱あたりの配蚕頭数を 2 万頭に換算した場合の収繭量を示
しているが，作柄が良好な場合には，最終歩留りを 80％，繭 1 粒を 2 g として試算すると，




水溶液で養蚕施設全体（図 10）を消毒し，2000 年には，年 5 回行われていた飼育回数を 3
回に減らして作柄の回復を図った（表 12）．しかし，その年の晩々秋蚕期には，調査のた


































められた 0.5％消石灰水溶液（表 11）による消毒を 2001 年から導入した．春蚕期の開始直
前および各蚕期の終了直後に，養蚕関連施設と作業動線上へ 0.5％消石灰水溶液を散布し
た結果，2001 年には，養蚕関連施設と作業動線上のウイルス汚染は改善される傾向が認め
られた（図 10）．このように各種の防疫対策を導入した場合でも BmNPV は上蔟室内から
検出されるため（図 10），本章第 1 節および第 2 節でも指摘したように，BmNPV の防疫対
策は，上蔟室内の防疫管理を主体とすべきであり，上蔟室内で BmNPV を効果的に消毒し
ながら室外へウイルスを拡散させない措置をとることが重要であると考えられる． 
2002 年および 2003 年も，2001 年と同様に防疫管理を継続した結果，内部汚染繭に占め
る核多角体病の割合は，各蚕期に採集した繭 500 粒の調査において 0%になり（表 14），収
繭量（表 12），単繭重（表 13）および各種繰糸成績（表 15）は，優良な繭を生産する養蚕
農家とほぼ同一のレベルにまで回復した．第 1 章 第 1 節の表 1 に示した旧八郷町の養蚕現
場Ｎは，本節でとりあげた養蚕現場であり，核多角体病による内部汚染繭が最も多発する
晩秋蚕期に，核多角体病による内部汚染繭の割合が 0％であったことは，この養蚕現場に
導入した防疫対策が核多角体病の防除に寄与したことを示している（第 1 章 第 1 節，表 1）． 



























摘  要 
 第 1章で核多角体病による内部汚染繭の発生調査を行った茨城県南地域の養蚕現場 13～




かった．この結果から，上蔟室は BmNPV に最も汚染されやすい場所であると推定した． 
 上蔟室内に置かれている蚕具の中で，未消毒のまま放置されている収繭毛羽取機の汚染
状況を確認するために，BmNPV の p39 遺伝子から特異性の高いプライマーを設計し，採
取した埃の試料から抽出した DNA を鋳型として PCR および nested-PCR を行った．その結












第 3 章 次亜塩素酸ナトリウムを含有する核多角体病ウイルス不活化剤の開発 
 
第 1 章で明らかにしたとおり，カイコ核多角体病ウイルス（BmNPV）は養蚕現場の繭生
産に深刻な被害を及ぼすため，第 2 章で推定した養蚕現場における BmNPV の汚染箇所を
適切な手段で消毒する必要がある．第 2 章第 3 節で使用した消石灰水溶液は，BmNPV お
よびカイコに病原性を示す各種ウイルスに対して優れた消毒効果を示すが（山崎ら，1966; 




















必要な pH に到達せず，BmNPV が不活化されにくい．第二に，弱酸性を示す人工飼料のよ





本章では，NaClO の実用化を可能とした研究成果を記述する．第 1 節では，炭酸ナトリ
ウム（Na2CO3）を用いて NaClO による BmNPV の不活化を可能とした経緯を詳述する．第















茨城県旧八郷町の違作農家（第 2 章 第 3 節参照）から分離した BmNPV（IS-Y 株）を利
用した．試験に使用する前に，ウイルス懸濁液を 1.05×108 多角体/ml の濃度に調製し，
















濃度の異なる Na2CO3 水溶液で NaClO 溶液を希釈することにより，BmNPV の不活化がど
の程度まで促進されるのか調査した．滅菌した脱イオン蒸留水（以後，滅菌蒸留水）で調
製した各濃度の Na2CO3 水溶液（0.05%，0.1%，0.2% および 0.3%（w/v））を用いて，NaClO
を目的とする FAC 濃度（100 ppm，250 ppm および 500 ppm）に希釈した．調製した供試薬
液 0.9 ml と BmNPV 懸濁液（1.05×108 多角体/ml）0.1 ml を 1.5 ml のチューブに入れて室
温下で 5 分間処理した後，ウイルスと薬液の混合液を滅菌蒸留水で 10 倍に希釈した．その
液 0.1 ml を人工飼料の小片（2 cm×2 cm，厚さ 0.1 cm，シルクメイト 1～3 齢原種用，日
本農産工業社製）上に等しく滴下して 10 分間置いた後，20 mg に秤量したカイコ孵化幼虫
に摂食させた．24 時間後，飼料を摂食した供試幼虫から 30 頭を採取して清浄飼料に移し
た．生物検定の開始から 7 日間におけるカイコの発病頭数を調査した．全ての生物検定は
3 連制で 3 回調査した．飼育環境は 25℃，16L8D とした． 
BmNPV に対する不活化力 
 0.3%Na2CO3 水溶液で調製した，FAC を 100 ppm 含有する NaClO 水溶液を用いてカイコ
孵化幼虫の LC50 を調査した．BmNPV の多角体懸濁液（1.02×10
9 多角体/ml）1 ml を供試
薬液 9 ml と 5 分間作用させ，滅菌蒸留水で 10 倍に階段希釈した各濃度のウイルス液（1.02
×108～1.02×10 多角体/ml）0.1 ml を用いて前記と同様の生物検定を行った．各処理区の
発病頭数を確認後，Spearman-Karber 法（Evans and Shapiro, 1997）で LC50 を算出し，この




薬液の pH 緩衝作用と BmNPV の不活化に及ぼす人工飼料の影響 
弱酸性物質を含む人工飼料の粉末が蚕室内に散在している場合を想定し，その条件下に
おいて Na2CO3 水溶液で希釈した NaClO に pH 緩衝作用と BmNPV への不活化作用が見ら
れるか調査した．100 ppm の遊離塩素を含む NaClO 水溶液と，0.3% Na2CO3 水溶液で調製
した同水溶液を各 1 L 調製し，湿体人工飼料の乾燥粉末（以後，人工飼料粉末）を 1 g お
よび 5 g 混合した後の pH の経時的変化を測定した．pH の測定は，試験開始直後から 5 分，
10 分，15 分，30 分および 60 分後に行った． 
0.3％Na2CO3 水溶液を用いて FAC 濃度の異なる３つの NaClO 水溶液（100 ppm，250 ppm
および 500 ppm）を調製し，人工飼料粉末を 1 g/L および 5 g/L の割合で混合し，5 分後に
各上澄み液を採取して BmNPV の不活化状況を先の生物検定法で確認した． 
なお本試験では，薬液１L に対して人工飼料粉末を 1 g および 5 g 加えているが，これは
実用現場におけるホルマリンの散布量が従来から蚕室面積 1 m2 あたり１L を基準として
おり，その単位面積に人工飼料の微小粉末が 1～5 g の範囲で散在する場面を想定したこと
による． 
結  果 
生物検定による不活化促進作用の検証 
2 種薬剤による BmNPV の不活化促進作用について調査した結果を表 16 に示した．
BmNPV は，NaClO の希釈に用いた Na2CO3 水溶液の濃度が高くなるほど，低濃度の FAC













0 0.05 0.1 0.2 0.3
反復 1, 2, 3 反復 1, 2, 3 反復 1, 2, 3 反復 1, 2, 3 反復 1, 2, 3
1 30 30 30 30 27 27 0   0   0 0   0   0 0   0   0
2 30 30 30 30 30 30 0   0   0 0   0   0 0   0   0
3 30 30 30 30 30 30 0   0   0 0   0   0 0   0   0
1 30 30 30 30 30 30 28 30 28 0   0   0 0   0   0
2 30 30 30 30 30 30 30 29 30 2   5   7 0   0   0
3 30 30 30 30 30 30 28 29 30 0   0   2 0   0   0
1 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 0   0   0
2 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 0   0   0
3 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 0   0   0
1 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
2 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30


















100 ppm で BmNPV が不活化されていた．一方，100～500 ppm の FAC を含有する NaClO
水溶液と，0.05～0.3％の Na2CO3 水溶液をそれぞれ単独で用いて BmNPV を処理した場合，
ウイルスは全く不活化されていなかった． 
BmNPV に対する不活化力 
0.3% Na2CO3 水溶液で調製した FAC 100 ppm を含有する NaClO 水溶液で多角体懸濁液を
5 分間処理した場合，カイコ孵化幼虫の LC50 値は 2.0×10
8 多角体/ml 以上となり，その値
は 2.5%ホルムアルデヒド水溶液で多角体を処理した値（1.7×104 多角体/ml）の約 1 万倍
に相当した（表 17）． 
薬液の pH 緩衝作用と BmNPV の不活化に及ぼす人工飼料の影響 
薬液の pH 安定性に関する試験の結果を図 11 に示した．FAC 100 ppm を含有する NaClO
水溶液に人工飼料粉末を 1 g/L の割合で加えた場合，試験直後に pH 10.6 を示したのち，
時間の経過とともに pH は緩やかに低下して 60 分経過後に pH 9.8 を示した．FAC 100 ppm
の NaClO 水溶液に人工飼料粉末を 5 g/L の割合で加えた場合には，5 分後に溶液の pH は
7.9 まで急減し，60 分経過後に pH 6.8 を示した．一方，0.3％Na2CO3 水溶液で調製した同
塩素濃度の NaClO 水溶液では，人工飼料粉末を 5 g/L の割合で加えた場合でも，60 分経過
後の水溶液は pH 10.9 を示しており，pH の急激な低下は認められなかった． 
BmNPV の不活化促進作用とその安定性に及ぼす人工飼料の影響を表 18 に示した．0.3％
Na2CO3 水溶液を用いて FAC 濃度の異なる 3 つの NaClO 水溶液（100 ppm，250 ppm および




















     NaClO 100 ppm
     + 0.3% (w/v) Na2CO3
 





  Log LC50  (多角体/ml)
b
> 8.30
     2.5%ホルムアルデヒド   4.23








図 11．有機物存在条件下における NaClO と Na2CO3混合液の pH 安定性． 
   －：NaClO 水溶液(遊離塩素濃度 100 ppm) ＋ 0.3％ (w/v) Na2CO3． 














































       反復 1,   2,   3        反復 1,   2,   3
500 30 0    0    0 0    0    0
250 30 1    0    0 1    3    3
100 30 1    0    0 2    6    8





















人工飼料粉末を 1 g/L の割合で混合した場合では，FAC 500 ppm の試験区では BmNPV の
完全不活化が認められ，FAC 100 ppm および同 250 ppm 処理の場合でもウイルスはほぼ不
活化された．一方，人工飼料粉末を 5 倍の量（5 g/L）に増やした場合では，FAC 500 ppm
の試験区ではBmNPVが完全に不活化されたが，FAC 100 ppmおよび同 250 ppm処理では，
人工飼料粉末を 1 g/L 加えた場合に比べてウイルスの不活化促進作用が低下した． 
考  察 
NaClO を 0.1％以上の Na2CO3 水溶液で希釈すると，加えた濃度に比例して BmNPV に対
する不活化作用が促進され，0.3％Na2CO3 水溶液による希釈では，100 ppm の FAC でも
BmNPV が不活化されるようになり（表 16），その不活化作用は 2.5％ホルムアルデヒドよ
りも迅速で強力であった（表 17）．この 2 種薬剤混合液は，人工飼料のような弱酸性の有




り，FAC 500 ppm を含有する NaClO 水溶液では BmNPV を不活化できなかった（表 16）．
このことは NaClO 水溶液が多角体を溶解しにくいことに起因すると考えられる．古田






また，イラクサギンウワバ Trichoplusia ni の NPV を用いて多角体の溶解性と NaClO 濃度の
関係を詳細に調べた Ignoffo and Dutky（1963）の研究によると，多角体が完全に溶解する
ためには，5,000 ppm の水溶液で 2 分，1,000 ppm の水溶液で 12 分，500 ppm の水溶液で
22 分必要とすることが示されている．さらに Ignoffo and Dutky（1963）は生物検定により
NaClO による NPV の不活化状況も調べているが，5,000 ppm の水溶液で多角体を 5 分間処
理した場合でも，ウイルス粒子を完全に不活化しなかった．これらの報告は，純粋な NaClO
溶液が一般的に NPV の多角体を溶解しにくい薬剤であり，ウイルス粒子を不活化するため
には，高濃度の NaClO 水溶液が必要であることを示している．本章第 1 節で明らかにした
重要な知見とは，すなわち NaClO 溶液に Na2CO3 水溶液を加えることにより，低濃度の FAC
で BmNPV の不活化を可能とした点である．この手法により，BmNPV の不活化に必要な




は 30 分であり（清水，1983; 国見ら，1985; 鈴木，1991），5 分ではほとんど不活化せず
10 分で完全に不活化するという報告事例もある（伊藤，2001）．本研究においても BmNPV
は 2.5％ホルムアルデヒドの 5 分間処理では全く不活化せず，伊藤（2001）の報告を支持
する結果となった（表 17）．一方，0.3％Na2CO3 で調製した FAC 100 ppm を含有する NaClO
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水溶液は，多角体に包埋された BmNPV をわずか 5 分で不活化し，2.5％ホルムアルデヒド
水溶液に比べて，BmNPV に対する不活化力は迅速で強力であった（表 17）．この結果から，
NaClO と Na2CO3 の混合液は，BmNPV に対してホルムアルデヒドと同等以上の消毒効果が
期待できると考えられる． 
養蚕現場の蚕病防除で NaClO と Na2CO3 の混合液を用いる場合，この薬液の特性は
Na2CO3 の添加によって補われたアルカリ作用によって BmNPV の多角体を溶解し，包埋体
由来のウイルス粒子を NaClO で不活化する点にある．そのため，飼育環境中に存在する残
沙や塵埃等が pH の低下要因となり BmNPV の不活化を阻害する可能性がないか検討する
必要があった．特に注意を要する残沙は，弱酸性物質を含む人工飼料である．本研究では，
蚕室内に人工飼料の微量粉末が散在する場合を想定して薬液の pH 安定性（図 11）と
BmNPV への不活化効果（表 18）を確認した．その結果，0.3％Na2CO3 で調製した FAC 100 
ppm を含有する NaClO 水溶液は，人工飼料粉末と接触してから 60 分経過後も pH は安定
しており（図 11），蚕室 1 平方メートル当たり 1～5 g の範囲で人工飼料の粉末が存在した
場合でも薬液の pH はアルカリ側に保たれると考えられる．また，BmNPV に対する不活化
促進作用は，人工飼料の粉末量が 1g/L の場合には室内試験の結果（表 16）をよく反映し







と同じ科に属しているエビのバキュロウイルスの一種（Chang et al., 1998）や，ヒトに感染
する B 型肝炎ウイルス（Payan et al., 2001），エイズウイルス（Spire et al., 1984; 




















第 2節 ポリリン酸ナトリウムによる防錆効果の増強 
防錆効果の発見経緯 
 本章第 1 節で明らかにした 2 種薬剤（次亜塩素酸ナトリウム NaClO および炭酸ナトリ





とが判明し（Desai et al., 1971），この薬剤を NaClO と Na2CO3 の混合液に加えれば多少なり
とも防錆効果が得られるのではないかと考えた．そこで試験的に 0.3％（w/v）Na2CO3 で
調製した NaClO 水溶液（FAC 250 ppm）に 0.5％（w/v）Na6P4O13 を加えて 3 種薬剤混合液
を調製し，実験室に放置されていたカッターナイフの刃を同水溶液に一晩浸漬したところ，
刃片の腐食が全く認められないことに気がついた．再度この現象を確認するために，同水
溶液を調製し，対照区に NaClO 水溶液（FAC 250 ppm）を用意して再試験を行った結果，3
種薬剤混合液に浸漬したカッターナイフの刃片は全く腐食せず，NaClO 水溶液に浸漬した
同刃片は著しく腐食することが判明した．この現象を応用すれば，金属に対して極めて腐
食作用が強い NaClO を蚕病防除に使用できる可能性があると判断し，本節では Na6P4O13









蚕病防除で実用化を想定している FAC濃度（240 ppm）よりもわずかに高い濃度（337.2 ppm）
で調製した．薬液は全て脱イオン水で調製した．カイコ核多角体病ウイルス（BmNPV）に
対する不活化効果の検証試験では，実用化を想定し，食品添加物に指定されている NaClO
（アサヒラック，食品添加物用，FAC 12％以上，高杉製薬社製）の 500 倍希釈液（FAC 286 
ppm）と Na2CO3（食品添加物用，純度 99.5％，高杉製薬社製）を用いて試験を行った．本
研究では，重量/体積百分率（％）で Na2CO3 と Na6P4O13 を調製した． 
簡易検定法の考案による防錆効果の検証 
防錆効果の検証のために，市販のカッターナイフの刃（鉄 97％，炭素 1.3％，その他 1.7％，
オルファー社私信）を用いる簡易検定法を考案した（図 12）．この方法は，カッターナイ
フの刃の表面に塗布されている油性の防錆剤を 99.5％エタノールに浸漬して除去したのち，
蓋付きの 1.5 ml チューブに刃の断片（以後，金属片）1 枚と供試薬液 1ml を加えて，25℃
の保温器に 24 時間静置した後に供試金属片の腐食の有無を確認する簡易な検定法である． 
この検定法により供試金属片に黄褐色の腐食が全く認められなかった場合には，供試薬液





















NaClO 水溶液中で，鉄の腐食を抑制するために必要な Na6P4O13 濃度を調べた．調査濃度
は 0.3～1.2％の範囲とし，対照区は脱イオン水処理とした． 
2）Na2CO3 と Na6P4O13 の添加による防錆効果の増強作用 




本章第 1 節に記した生物検定法を用いて，3 種薬剤混合液（FAC 286 ppm，0.3％Na2CO3
および 0.2％Na6P4O13）による BmNPV の不活化効果を検証した．試験に用いた BmNPV の






1.2％Na6P4O13 を加えた場合でも 24 時間の浸漬中にすべての金属片が腐食した．これに対










表 19 の試験結果から，NaClO による錆の発生を抑制するために，高濃度の Na6P4O13が
必要であることを示しており，300 ppm 程度の遊離塩素を含む NaClO 水溶液へ 1.2％の
Na6P4O13 を加えることはコストの面でも実用的ではないと考えられる．この問題を解決す
るために，Na6P4O13 を添加した NaClO 水溶液に Na2CO3 を加えてその効果を調査した．そ
の試験結果を表 20 に示した．表に示した各種濃度の組み合わせで Na2CO3 と Na6P4O13 を
NaClO 水溶液へ加えたところ，鉄に対する防錆効果を示す至適な濃度の組み合わせは，使
用する薬剤のコストも考慮すると，0.2％Na2CO3 と 0.2％Na6P4O13 であることが判明した．
また，この試験結果から，供試した遊離塩素濃度（337.2 ppm）に対して，0.4％Na2CO3 も
鉄への防錆効果を示すことが判明したので（表 20），NaClO 水溶液へ 0.4％以上の Na2CO3


















I II III I II III
1.2 10 0 0 0 10 10 10
1.1 10 0 1 1 10 10 10
1.0 10 0 1 1 10 10 10
0.8 10 5 4 5 10 10 10
0.6 10 10 9 8 10 10 10
0.4 10 9 10 10 10 10 10
0.3 10 10 10 10 10 10 10
0 10 10 10 10 10 10 10
 
a



























 I II III
0 0 10 10 10 10
0.1 0 10 10 10 10
0.1 0.2 10 10 10 10
0.1 0.3 10 3 4 5
0.1 0.4 10 1 0 0
0.1 0.5 10 0 0 0
0.2 0 10 3 6 6
0.2 0.05 10 4 6 4
0.2 0.1 10 1 2 3
0.2 0.2 10 0 0 0
0.3 0 10 7 6 8
0.3 0.05 10 2 7 6
0.3 0.1 10 0 2 1
0.3 0.2 10 0 0 0
0.4 0 10 1 0 1
0.4 0.05 10 0 0 0
 
a



















 3 種薬剤混合液（NaClO 水溶液（286 ppm）に 0.2％（W/V）の Na2CO3 および Na6P4O13
を添加）の実用化を検討するために，用いる試薬を全て食品添加物のグレードに変更し，
BmNPV に対する不活化効果を検証した結果，BmNPV は 5 分で不活化されず，10~15 分後
に不活化された（表 21）．不活化に要する時間を 5 分に短縮するためには，Na2CO3 濃度の
微調整が必要であると考えられる．この点については第 4 章第 1 節で詳しく検討する． 
本節では，NaClO 水溶液の防錆効果を増強する 2 種薬剤（Na2CO3 および Na6P4O13）の至





























1     25   16    6      0     0     0      0     0     0    30   30   30
2     25   29   28      1     0     0      0     0     0    30   30   30
 
b
 多角体懸濁液（1.03×109 多角体/ml） 0.1 ml を3種薬剤混合液 0.9 mlで所定の時間浸漬後，人工飼料を用いた生物検定に供試した．
表21. NaClO, Na2CO3およびNa6P4O13から構成される3種薬剤混合液のBmNPVに対する不活化作用





 反復 1,   2,   3  反復 1,   2,   3
水溶液の組成 na 実験
多角体浸漬時間b
NaClO (286 ppm) + 0.3% (w/v) Na2CO3




摘  要 
 ホルムアルデヒドに替わる BmNPV 不活化剤を開発するために，次亜塩素酸ナトリウム
（NaClO）を活用する手法を検討した．各濃度の遊離塩素（FAC）を含有する NaClO 水溶
液を各濃度の炭酸ナトリウム（Na2CO3）水溶液で調製し，多角体に包埋された BmNPV に
対する不活化状況を調べた結果， 0.3％（w/v）Na2CO3 を添加した NaClO 水溶液（FAC 100 
ppm）では，多角体の 5 分間浸漬処理で BmNPV は完全に不活化された．一方，NaClO 水
溶液（FAC 500 ppm）あるいは 0.3％（w/v）Na2CO3 水溶液を単独で用いた場合には，BmNPV
は全く不活化されなかった．この結果から，NaClO および Na2CO3 の 2 種薬剤を併用する
ことにより相乗効果が認められ，低濃度の FACで BmNPV が不活化されることが判明した． 




結果から，NaClO と Na2CO3 より構成される 2 種薬剤混合液は，多角体に包埋された
BmNPV に対して優れた不活化作用を示すと判断された． 
 この 2 種薬剤混合液へテトラポリリン酸ナトリウム（Na6P4O13）を添加したところ，鉄
の金属片に対して防錆効果が得られる現象を発見した．この作用を検証し，添加に必要な
至適濃度を検討した結果，NaClO（FAC 337.2 ppm）と 0.3％（w/v）Na2CO3 水溶液の組合
せにおいて，添加に必要な Na6P4O13 は，0.2％（w/v）であることが判明した．この研究か
ら Na6P4O13 には特異な防錆作用があることを見出した．すなわち，Na6P4O13 は，NaClO と
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共存する条件下で防錆効果を示し，NaClO の FAC が 337.2 ppm の条件下では，1.2％（w/v）
































証した．本節で「養蚕用除菌洗浄剤」に加える Na2CO3 濃度を 0.5%へ変更する意義とその









第 1節 食品添加物の利用と水質の影響 








を用いた．NaClO については，使用前に，残留塩素濃度計（PC compact, Aqualytic 社製）
で有効遊離塩素（Free available chlorine, FAC）濃度を測定した．Na2CO3 と Na6P4O13 につい
ては，重量/体積百分率（％）で濃度を調製した． 
BmNPV に対する不活化促進作用の確認と NaClO 濃度の検討 
滅菌した脱イオン蒸留水（以後，滅菌水）を用いて，0.3％Na2CO3 を含有する各濃度の
NaClO 水溶液（50 倍，100 倍，500 倍および 1,000 倍希釈液）を調製し，各希釈液の pH を
測定後，第 3 章第 1 節に記した手順により生物検定を行った．供試蚕品種，ウイルスおよ
び人工飼料は，第 3 章第 1 節と同様に，広食性蚕品種“ひたち×にしき”の孵化幼虫，BmNPV 
IS-Y 株（1.14×108 多角体/ml）およびシルクメイト（1～3 齢原種用，日本農産工業社製）
93 
 
を用いた．試験中の飼育環境条件は，25℃，16L8D とし，全ての試験は 3 連制で 2 回調査
した． 
Na2CO3 水溶液の pH に及ぼす水質の影響 
養蚕用除菌洗浄剤に加える Na2CO3 濃度を検討するために，Na2CO3 水溶液の pH に及ぼ
す水質の影響を調査した．試験に用いた水は，蒸留水および蚕業技術研究所の蚕室洗浄作
業に用いる地下水（以後，地下水）とした．これらの溶媒で各濃度の Na2CO3 水溶液（0.1％，
0.3％，0.5％および 0.8％）を調製し，調製から１時間経過後に水溶液の pH を測定した． 
 
結  果 
BmNPV に対する不活化促進作用の確認と NaClO 濃度の検討 
0.3％Na2CO3 を添加した NaClO 水溶液は，調査した希釈率の範囲（50～1,000 倍）にお
いて BmNPV を完全に不活化した（表 22）．一方，蒸留水で調製した NaClO 水溶液は，原
液の 50 倍希釈液を用いても BmNPV を全く不活化しなかった（表 22）．この調査に用いた
各水溶液の pH は，NaClO 水溶液に 0.3％Na2CO3 を添加した場合では，pH 11.12～11.20 の
範囲であり，NaClO 水溶液のみの場合では， pH 9.22～10.55 の範囲であった（表 23）． 
Na2CO3 水溶液の pH に及ぼす水質の影響  
用いる溶媒を蒸留水から地下水へ変更した場合，Na2CO3 水溶液の pH は低下する傾向が


































30  30  30 30  30  30
30  30  30 30  30  30
 143
30
30  30  30 0   0   0
(1,000) 30  30  30 0   0   0
286
30
30  30  30 0   0   0
(500) 30  30  30 0   0   0
1,430
30
30  30  30 0   0   0
(100) 30  30  30 0   0   0
 2,860
30
30  30  30 0   0   0





































b  無水炭酸ナトリウム（食品添加物用，純度 99.5%，高杉製薬社製）．






 2,860 10.55 11.14



































考  察 
第 3 章で明らかにした「養蚕用除菌洗浄剤」の実用化を図るため，用いる薬剤を全て食
品添加物のグレードに変更し，第 3 章 1 節の知見を再検証した．さらに，Na2CO3 に及ぼす
水質の影響を調べ，養蚕用除菌洗浄剤の組成に用いる Na2CO3 濃度を決定した．まず NaClO
製剤の「アサヒラック」と食品添加物用途の Na2CO3 を用いて BmNPV の不活化促進作用
を検証した結果，0.3％Na2CO3 で調製したアサヒラックの希釈液は，1000 倍希釈液（FAC 143 
ppm）においても BmNPV を完全に不活化した（表 22）．この結果から，本研究に用いた食
品添加物用途の両薬剤は，養蚕用除菌洗浄剤の調製に使用可能であると判断した． 
次に，薬液調製に用いる水質の影響を調査した．養蚕用除菌洗浄剤に用いる Na2CO3 は，
水の硬度に関係する Ca2＋や Mg2＋の影響を受け，薬液の pH を下げる可能性がある．この
可能性を検証するために，薬液調製に用いる水を蒸留水から地下水へ変更して調べた結果，
Na2CO3 水溶液の pH はいずれの濃度においても低下した（図 13）．この調査の結果から，
































第 2節 主要病原に対する消毒効果の検証 
材料および方法 
供試薬剤 
 本章第 1 節で用いた薬剤を供試した．また，「養蚕用除菌洗浄剤」に用いる NaClO は，
第 3 章第 2 節において，鉄の刃片に対する防錆効果が認められた有効遊離塩素濃度（FAC 
337.2 ppm）を超えず，さらに弱酸性の有機物が存在する条件下でも BmNPV への消毒効果
が認められた FAC 濃度（第 3 章第 1 節の表 18）を基準として，NaClO 製剤「アサヒラッ
ク」の 500 倍希釈液（FAC 256～286 ppm）とした． 
蚕病病原に対する消毒効果の検証 




 実用養蚕用除菌洗浄剤 0.9 ml と BmNPV 多角体懸濁液（IS-Y 株，1.03×109 多角体/ml）
0.1 ml を 1.5 ml のチューブに加え，室温下で所定の時間（5 分，10 分および 15 分）反応さ
せた後，処理した液を滅菌蒸留水で 10 倍に希釈した．対照区の処理には，滅菌した地下水
を用いた．滅菌シャーレ（直径 9 cm）の底にろ紙を敷き，その上に人工飼料の小片（2 cm
×2 cm，厚さ 0.1 cm，1～3 齢原種用，日本農産工業社製）を一つ置き，人工飼料の表面上
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に前述の 10 倍希釈液 0.1 ml を均一に滴下して 10 分間放置した後，広食性蚕品種“ひたち
×にしき”の孵化幼虫 20 mg を入れた．24 時間後，飼料を摂食した供試幼虫から 30 頭を
ランダムに採取し，清浄な人工飼料の入った 9 cm シャーレに移した．生物検定の開始から




 茨城県旧八郷町の違作農家（第 2 章 第 3 節）から分離した細胞質多角体病ウイルス
（BmCPV）を供試した．実用養蚕用除菌洗浄剤 0.9 ml と BmCPV 多角体懸濁液（1.19×109 
多角体/ml）0.1 ml を 1.5 ml のチューブに加え，室温下で所定の時間（5 分および 10 分）
反応させた後，処理した液を滅菌蒸留水で 10 倍に希釈した．対照区の処理には滅菌した地
下水を用いた．滅菌シャーレ（直径 9 cm）の底にろ紙を敷き，その上に人工飼料の小片（2 
cm×2 cm，厚さ 0.1 cm，1～3 齢原種用，日本農産工業社製）を一つ置き，人工飼料の表面
上に前述の 10 倍希釈液 0.1 ml を均一に滴下して 10 分間放置した後，広食性蚕品種“ひた
ち×にしき”の孵化幼虫 20 mg を入れた．24 時間後，清浄な人工飼料の小片を加えた滅菌





















A. flavus 分生子を蚕蛹エキス寒天斜面培地（口径 1.8 cm×全長 16.5 cm）に接種し，30℃で
7 日間培養した．ここに高圧滅菌処理した 0.02％Tween 40 水溶液を入れ，分生子が浮遊し
た水溶液を新しい試験管に回収し，試験管ミキサーでよく撹拌後，遠心分離（1,500×g，3
分）を行った．沈殿物に滅菌済みの 0.02％Tween 40 水溶液を加えて，供試分生子懸濁液と
した．分生子懸濁液の分生子濃度は，トーマの血球計算盤で測定した．調製した A. flavus
分生子懸濁液（1.12×108 分生子/ml）5 μl を，高圧滅菌処理した円形ろ紙（直径 8 mm，抗
生物質検定用，東洋濾紙社製）の中心に滴下し，室温下で 1 時間乾燥後，供試した．滅菌
したガラス試験管に円形ろ紙 6 枚と実用養蚕用除菌洗浄剤 3.0 ml を加えて所定の時間（5
分，10 分および 15 分）処理した．その後，円形ろ紙を取り出して滅菌蒸留水で 3 回洗浄
後，ツアペックドックス平板培地（直径 9 cm シャーレ）に円形ろ紙 6 枚を置床し，30℃で
72 時間培養後，菌糸の生育状況を調査した．対照区の処理には滅菌した地下水を用いた．
この試験の結果，円形ろ紙の周縁部に菌糸の生育が認められなかった場合には，実用養蚕
用除菌洗浄剤で A. flavus の分生子が殺菌されたと判定した． 
硬化病菌 
国立研究開発法人農業生物資源研究所ジーンバンクに登録されている白きょう病菌
Beauveria bassiana（MAFF 450032），緑きょう病菌 Nomuraea rileyi（MAFF 830016）および




濁液（B. bassiana: 1.18×108 分生子/ml, N. rileyi: 1.01×108 分生子/ml, M. anisopliae: 1.06×
10
8 分生子/ml）を調製した．実用養蚕用除菌洗浄剤の殺菌効果判定試験は，コウジカビと
同様の方法で行った．なお，B. bassiana の試験では SDY 平板培地，N. rileyi の試験では蚕
蛹エキス寒天平板培地，M. anisopliae の試験では PDA 平板培地を用いた．これら 3 種の菌





Serratia marcescens Bizio（NBRC 3046）を供試した．PY 液体培地 40 ml が入った三角フラ
スコ（50 ml）に S. marcescens１白金耳量を植菌し 30℃で 24 時間静置培養した．得られた
培養液中の生菌数を平板塗抹法（鎌田，2009）により測定し，生菌数を 1.1×109 個/ml に
調製後，供試した．実用養蚕用除菌洗浄剤の効果判定試験は次のとおり行った．滅菌処理
したマイクロチューブ（1.5 ml）に薬液 0.9 ml と S. marcescens 懸濁液 0.1 ml を加え，所定
の時間（5 分，10 分および 15 分）処理した後，処理した液から 1 白金耳量を採取して，滅
菌済みの PY 液体培地を 1 ml 入れた 1.5 ml の滅菌チューブに加え，30℃で 24 時間培養し




区の処理には，高圧滅菌処理した 0.8％塩化ナトリウム水溶液を用いた．S. marcescens と培
地を扱う作業は全てクリーンベンチ内で行った．この試験により平板培地にコロニー形成
が認めらなかった場合には，実用養蚕用除菌洗浄剤で S. marcescens は殺菌されたと判定し
た． 
微粒子病原虫 
 国立研究開発法人農業生物資源研究所から分与された Nosema bombycis を供試した．N. 
bombycis 胞子懸濁液の胞子濃度は，トーマの血球計算盤で測定した．滅菌処理したマイク
ロチューブ（1.5 ml）に実用養蚕用除菌洗浄剤 0.9 ml と胞子懸濁液（8.80×108 胞子/ml）0.1 
ml を加え，所定の時間（5 分，10 分および 15 分）処理した後，滅菌蒸留水で 10 倍に希釈
した．滅菌シャーレ（9 cm）に敷いたろ紙上に人工飼料の小片（2 cm×2 cm，厚さ 0.1 cm，
1～3 齢原種用，日本農産工業社製）を置き，飼料の表面に前述の 10 倍希釈液 0.1 ml を均
一に滴下して 10 分間放置した後に，蚕品種“ひたち×にしき”の孵化幼虫 20 mg を入れ
た．24 時間後，清浄な人工飼料の小片を加えた滅菌シャーレ（直径 3 cm）に供試幼虫を個
別に移し替え（図 14），生物検定開始から 10 日目に供試幼虫の中腸組織を光学顕微鏡下（15 
×40 倍）で観察した．検鏡により，供試幼虫の中腸組織に胞子が認められなかった場合に






結  果 
蚕病病原に対する消毒効果の検証 
核多角体病ウイルス 
 養蚕用除菌洗浄剤の組成に 0.5％Na2CO3 を用いた場合，BmNPV の不活化所要時間は 10
分から 5 分に短縮され，15 分で完全に不活化された（表 24）．対照区のカイコは全て発病・
致死した． 
細胞質多角体病ウイルス 
BmCPV は，実用養蚕用除菌洗浄剤の 5 分の処理により一部不活化され，15 分後に完全
に不活化された（表 25）．対照区のカイコは全て中腸組織に多角体の形成が認められた． 
コウジカビおよび硬化病菌 
 糸状菌 4 種（A. flavus, B. bassiana, N. rileyi および M. anisopliae）に対する実用養蚕用除
菌洗浄剤の殺菌効果について調査した結果を表 26 および図 15 に示した．A. flavus と N. 
rileyi の分生子は，実用養蚕用除菌洗浄剤の 5 分の処理で完全に殺菌された．B. bassiana と
M. anisopliae の分生子は，実用養蚕用除菌洗浄剤の 5 分の処理で一部殺菌され，10 分の処
理で完全殺菌された．対照区の処理では，全てのろ紙において菌糸の生育が認められた． 
セラチア 
S. marcescens は，実用養蚕用除菌洗浄剤の 5 分の処理により完全に殺菌された（表 27，


















1 25  16    6 0    0    0 0    0    0   30  30  30
2 25  29  28 1    0    0 0    0    0   30  30  30
1 0    0    0 0    0    0 0    0    0   30  30  30
2 0    0    0 1    0    1 0    0    0   30  30  30
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1 0  3  3 0  0  1 0  0  0 10  10  10
2 0  0  2 1  2  1 0  0  0 10  10  10
3 1  0  4 0  0  0 0  0  0 10  10  10
NaClO
d






c 多角体懸濁液（1.19×109 多角体/ml）0.1 mlを薬液0.9 mlで所定の時間反応させ，人工飼料を用いた生物検定法で調査した．
 
d
 有効遊離塩素濃度 286 ppm．

















 Aspergillus flavus  S-85 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
 Beauveria bassiana 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
 (MAFF 450032) 2 0 0 5 0 0 0 0 0 0 6 6 6
3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 6 6 6
 Nomuraea rileyi 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
 (MAFF 830016) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
Metarhizium anisopliae 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
(MAFF 830006) 2 4 1 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6
実験
  反復1, 2, 3   反復1, 2, 3   反復1, 2, 3  反復1, 2, 3












 培地の種類: A. flavus S-85: ツアペック・ドックス寒天培地; B. bassiana : SDY寒天培地;  N. rileyi : 蚕蛹エキス寒天培地; M. anisopliae :  PDA寒天培地．
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+ 0.5% (w/v) Na2CO3



































1 －－－ －－－ －－－ +  +  +
2 －－－ －－－ －－－ +  +  +
3 －－－ －－－ －－－ +  +  +
 b
 S. marcescens 生菌濃度: 1.10×109 CFU/ml. ＋： 形成，－：非形成．








 + 0.5% (w/v) Na2CO3 + 0.2% (w/v) Na6P4O13
水溶液の組成a 実験









図 16．「実用養蚕用除菌洗浄剤」による S. marcescens の殺菌状況． 










N. bombycis の胞子は，実用養蚕用除菌洗浄剤の 5 分の処理により一部殺菌，10 分の処理
で完全に殺菌された（表 28）．対照区のカイコでは，全個体の中腸組織に N. bombycis の胞
子形成が認められた． 
考  察 
食品添加物から調製した実用養蚕用除菌洗浄剤は，主要な蚕病病原（BmNPV，BmCPV，
A. flavus，B. bassiana，N. rileyi，M. anisopliae，S. marcescens および N. bombycis）に対して
消毒効果を示した．BmNPV と BmCPV は，実用養蚕用除菌洗浄剤の 5～10 分間の処理で
一部が不活化され，15 分間の処理で完全に不活化された（表 24，25）．糸状菌 4 種に対す
る消毒効果はウイルスよりも明瞭であり，A. flavus と N. rileyi は 5 分間，B. bassiana と M. 
anisopliae は 10 分間の処理で完全に殺菌された（表 26）．これらの糸状菌は，実用養蚕用
除菌洗浄剤により 10 分程度で分生子が殺菌されるため，多角体形成ウイルスよりも消毒効
果が得られやすいと考えられる．また，カイコに日和見感染する S. marcescens や経卵巣伝
























1 0  0  0 0  0  0 0  0  0 10  10  10
2 0  0  0 0  0  0 0  0  0 10  10  10
3 1  0  0 0  0  0 0  0  0 10  10  10
NaClO
d







N. bombycis 胞子懸濁液（8.80×108胞子/ml）0.1 mlを薬液0.9 mlで所定の時間反応させ，人工飼料を用いた生物検定法により調査した．
 
d
 有効遊離塩素濃度 254 ppm．






























第 3節 鉄，銅および真鍮に対する防錆効果の検証 
材料および方法 
供試薬剤 
 本章第 1 節に準じた． 
供試金属 
 鉄，銅および真鍮を用いた．鉄については，カッターナイフの刃（オルファー社製，鉄
97％，炭素 1.3％，その他 1.7％，オルファー社私信），銅および真鍮はクギ（長さ 2 cm）
を用いた． 
防錆効果の検証 
 地下水を用いて実用養蚕用除菌洗浄剤（NaClO（FAC 272～286 ppm）＋0.5％Na2CO3＋
0.2％Na6P4O13）を調製し，第 3 章第 2 節で考案した簡易検定法により，鉄，銅および真鍮
への防錆効果を検証した．対照区には，NaClO 水溶液（鉄: FAC 286 ppm，銅および真鍮: FAC 
272 ppm）を用いた． 
結  果 
防錆効果の検証 
第 3 章第 2 節で考案した防錆効果の簡易検定法により，実用養蚕用除菌洗浄剤の防錆効
果を検証した．その結果を表 29 に，供試金属の状態を図 17 に示した．実用養蚕用除菌洗

















反復1 反復2 反復3 反復1 反復2 反復3
鉄 10 0 0 0 10 10 10
銅 10 0 0 0 10 10 10






 NaClO (FAC 272~286 ppm) + 0.5% (w/v) Na2CO3 + 0.2% (w/v) Na6P4O13.
 c







   
   
図 17．鉄（A），銅（B）および真鍮（C）に対する「実用養蚕用除菌洗浄剤」の防錆効果． 
I:「実用養蚕用除菌洗浄剤」24 時間浸漬処理．II: 次亜塩素酸ナトリウム 24 時間浸漬処理． 







考  察 










































第 4節 実用化に伴う諸問題の検討 
材料および方法 
「実用養蚕用除菌洗浄剤」散布後の塩素ガス濃度の測定 
 本章第 1 節に準じて「実用養蚕用除菌洗浄剤」を 100 L 調製後，水溶液に含まれる有効
塩素濃度（FAC）を残留塩素濃度計（PC compact, Aqualytic 社製）で 3 回測定し，その平均
値を求めた（FAC 268.7 ppm）．自走式キャリー動噴（VSC 3511-130，給水量 22 L/分，共
立社製）を使用して，蚕業技術研究所の病理棟に併設された人工飼料育専用蚕室（4.18 
m×2.90 m，高さ 2.45 m, 空間容積 29.7 m3，総面積 58.9 m2）へ「実用養蚕用除菌洗浄剤」
を散布した．薬剤散布量は，従来から行われてきた 2％ホルムアルデヒド水溶液の散布量
（野口ら，1998）に従い，1 m2 あたり 1 L を基準として 59 L とした．蚕室内の温度は 30℃
に設定し，サーキュレーターを設置して室内温度を均一に保った．実用養蚕用除菌洗浄剤
散布直後から，ガス検知管 2 台（GV-100，ガステック社製）と気体検知管（塩素用，No.8LL，
ガステック社製）を用いて，床からの高さ 0.5 m および 2 m の位置で気体を採収し，塩素
ガス濃度を測定した．ガス濃度の測定は，実用養蚕用除菌洗浄剤散布直後から，30 分後，











































散布直後 30分後 1時間後 3時間後 6時間後 24時間後
0.5 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025
2 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025 ＜0.025























　　NaClO（食品添加物用，有効遊離塩素12%）      200 ml             73
　　Na2CO3（食品添加物用，純度99.5%）       500 g           234
　　Na6P4O13（食品添加物用，純度99%）       200 g           166
　ホルムアルデヒド水溶液  2%        5.4 kg        1,081









考  察 
気密性の高い人工飼料育専用蚕室を 30℃に加温して「実用養蚕用除菌洗浄剤」を 1ｍ2
あたり 1Ｌの割合で 59Ｌ散布した場合，塩素ガスの発生量は 0.025 ppm 以下であった（表
30）．日本国内における塩素ガスの管理濃度および同許容濃度は 0.5 ppm 以下と定められて
おり，本試験結果から得られた塩素ガスの発生量（＜0.025 ppm）は，これらの基準値の




ち，福﨑（2012b）によれば，HOCl の解離定数（pKa）は 25℃で約 7.5 であり，pH 7.5 の
条件下において，水溶液中における HOCl と OCl－の存在比率は 1：1 となる．HOCl の場
合では，水溶液の pH がアルカリ側に傾くと HOCl の解離度が大きくなり，OCl－の存在割
合が増加する．この特性のため，pH 10 を超えたあたりから，水溶液中に溶存する HOCl
の存在比率は極めて小さくなることが知られている（福﨑，2012b）．このため，pH 11 を






























摘  要 
3 種薬剤混合液を「養蚕用除菌洗浄剤」と命名し，用いる薬剤を全て食品添加物のグレ
ードに変更して既往の知見を再検証した結果，水質の影響を考慮する必要性が判明した．




BmCPV は，除菌洗浄剤処理から 5 分で顕著な不活化が認められ，15 分で完全に不活化さ
れた．コウジカビ病菌（A. flavus S-85）および緑きょう病菌（N. rileyi）の分生子は，除菌
洗浄剤により 5分で殺菌され，白きょう病菌（B. bassiana）および黒きょう病菌（M. anisopliae）
の分生子は 10 分後に殺菌された．セラチア（S. marcescens）および微粒子病原虫（N. bombycis）












費用と比較した結果，除菌洗浄剤 100 L あたりの調製費用は 473 円であり，ホルムアルデ


























養蚕現場における BmNPV の防疫対策を考察する． 
核多角体病による内部汚染繭の発生傾向からみた防疫対策 
核多角体病による内部汚染繭の発生は，1970 年代頃から報告されるようになり（石井ら，























て BmNPV の拡散状況を調べることにより，養蚕現場における BmNPV の分布傾向につい
て新たな知見が得られ，これまで消毒不徹底で片づけられていた BmNPV の防除における
問題を，新たな視点から再検討できると考えられた．このような視点から，第 2 章第 1 節












































































































































果から，上蔟室は BmNPV に最も汚染されやすい場所であると推定した． 
 上蔟室内に置かれている蚕具の中で，未消毒のまま放置されている収繭毛羽取機の汚染
状況を確認するために，BmNPV の p39 遺伝子の塩基配列に基づいて同ウイルスに特異性
の高いプライマーを設計し，収繭毛羽取機から採取した埃から DNA を抽出して PCR およ









 ホルムアルデヒドに代わる BmNPV 不活化剤を開発するために，次亜塩素酸ナトリウム
（NaClO）の活用を検討した結果，BmNPV 多角体は，0.3％（w/v）Na2CO3 水溶液で調製
した NaClO 水溶液（有効遊離塩素, FAC 100 ppm）の 5 分間の浸漬により不活化された．一
方，NaClO 水溶液（FAC 500 ppm）あるいは 0.3％（w/v）Na2CO3 水溶液で BmNPV の多角
体を処理した場合，BmNPV は不活化されなかった．この結果から，2 種薬剤の併用により
不活化作用に相乗効果が認められ，低濃度の FAC で BmNPV が不活化されることが判明し




Na2CO3 より構成される 2 種薬剤混合液は，多角体に包埋された BmNPV に対して優れた
不活化作用を示すと判断された． 
 この 2 種薬剤混合液にテトラポリリン酸ナトリウム（Na6P4O13）を添加したところ，鉄
の金属片に対して防錆効果が得られる現象を発見した．この作用を検証し，添加に必要な
至適濃度を検討した結果，NaClO（FAC 337.2 ppm）と 0.3％（w/v）Na2CO3 水溶液の組合
せにおいて，添加に必要な Na6P4O13 は，0.2％（w/v）であることが判明した．この研究か
ら Na6P4O13 に特異な防錆作用が確認された．すなわち，Na6P4O13 は，NaClO と共存する条
件下で防錆効果を発揮し，NaClO の FAC が 337.2 ppm の条件下では，1.2％（w/v）Na6P4O13
の薬剤濃度で鉄の腐食が抑制された．一方，NaClO を含有しない 1.2%（w/v）Na6P4O13 水
溶液では，鉄の腐食抑制作用は認められなかった．これらの結果から，NaClO，Na2CO3 お
よび Na6P4O13 の 3 薬剤が相互に影響し合い相乗効果を発揮することで，鉄に対して強力な
防錆効果を発揮することが判明した．また，この 3 種薬剤混合液を用いて多角体に包埋さ










BmCPV は，除菌洗浄剤処理から 5 分で顕著な不活化が認められ，15 分で完全に不活化さ
れた．コウジカビ病菌（Aspergillus flavus S-85）および緑きょう病菌（Nomuraea rileyi）の
分生子は，除菌洗浄剤により 5 分で殺菌され，白きょう病菌（Beauveria bassiana）および





る同濃度の NaClO 水溶液に 24 時間浸漬した対照区の金属は全て腐食した． 
「実用養蚕用除菌洗浄剤」を，30℃に加温した人工飼料育専用蚕室内へ散布（59L，1L/m2）
して，その後の塩素ガスの発生量を経時的に調べた結果，塩素ガスの発生量は，測定した
高さ（0.5 m および 2 m）に関係なく，散布直後から 24 時間後まで 0.025 ppm 以下であっ
た．この測定値は，国の定める塩素ガスの管理濃度の基準値（0.5 ppm）を下回っていた． 
「実用養蚕用除菌洗浄剤」の調製費用を 2％および 3％ホルムアルデヒド水溶液の調製
費用と比較した結果，除菌洗浄剤 100 L あたりの調製費用は 473 円であり，ホルムアルデ
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Epizootiological Survey of Bombyx mori Nucleopolyhedrovirus (BmNPV) in Sericultural Farms 
and Development of New Control Methods for the BmNPV 
Mitsuyoshi NOZAWA 
Summary 
Over the past few decades, the silkworm cocoon production in Japan’s sericulture has been suffered 
from several viral diseases including infectious flacherie, densonucleosis, cytopolyhedrosis and 
nucleopolyhedrosis mentioned here. Bombyx mori nucleopolyhedrovirus (BmNPV), a causal agent of 
the silkworm inside-stained cocoon (ISC) problem, has nowadays become a serious pathogen that 
lowered cocoon qualities after the harvest. In the present study, the author aimed to consider and 
establish the adequate disinfection method against BmNPV in farms where the formalin disinfection 
was hard to conduct. The present thesis is consisted from four chapters containing following results. 
Chapter I: Seasonal Occurrence of nucleopolyhedrosis ISCs in sericultural area 
In spring, summer, early-and late autumn season of 2002, each of 500 cocoon samples were 
randomly collected from 9 to 17 sericultural farms located in southern area of Ibaraki Japan, and the 
nucleopolyhedrosis ISCs were classified with Buffalo black staining. Correlation analyses between % 
ISCs and % nucleopolyhedrosis ISCs in each season revealed that the r-value, indicator for the 
correlation coefficient between the two, was higher in order of late autumn (r=0.985, n=15), early 
autumn (r=0.874, n=9), summer (r=0.866, n=15), and spring season (r=0.674, n=17), and there were 
significantly difference in the r-value between the spring and late autumn season by Tukey-type 
multiple comparison test (p<0.05). In addition, correlation analyses between % ISCs and cocoon yields 
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(kg) in each season showed that the negative correlation was only found in late autumn season (r= 
-0.749, n=15), and there were significantly difference in r-value of late autumn season in comparison to 
the other sericultural seasons by Tukey-type multiple comparison test (p<0.05). These results suggested 
that the nucleopolyhedrosis was a main factor causing the ISCs and loss of cocoon yields especially in 
late autumn season of southern area of Ibaraki Japan in that days. This is the reason why the BmNPV 
should be intensively disinfected and controlled in sericultural farms to keep the cocoon quality high 
over the season. 
Chapter II: BmNPV contamination status in sericultural farms 
Using a dust-feeding bioassay, BmNPV dispersal traits and main accumulation points were 
epizootiologically surveyed in sericultural farms immediately before the spring season in May and soon 
after the cocoon harvest each season. In 2003, after the first survey in chapter I, dust samples from 
rearing rooms, mounting rooms, mulberry stock rooms, and entrance of the farmer’s houses were 
collected from 13 to 16 sericultural farms that were investigated previously in chapter I, and were tested 
in the dust-feeding bioassay to detect the BmNPV. A series of the bioassay revealed that the BmNPV 
was dispersed around farming area immediately before the spring season and almost all the mounting 
rooms were contaminated with the BmNPV if the virus was detected from the dust sampling points after 
the cocoon harvest. These results suggested that the mounting room would be the most important places 
for the BmNPV control strategy in the sericultural farms. 
PCR and nested-PCR techniques were applied to confirm the BmNPV contamination status on 
structural objects in the mounting rooms. Based on the BmNPV major capsid Bp39 gene region already 
153 
 
reported by Lu and Iatrou (1997), PCR and nested-PCR primers were constructed to check the 
sensitivity and reproducibility to the DNA amplification from the target sequence of the BmNPV 
genomic DNA. Using the both techniques, BmNPV contamination status on semi-automatic cocoon 
harvesters with floss remover were clearly demonstrated. In many cases, the cocoon harvesters located 
in the mounting rooms are hard to disinfect owing to its machinery structure despite all the rotary 
cocooning frames are treated with the machine. This result indicates that we should pay much attention 
to the BmNPV contamination on sericulture-related structural objects like the cocoon harvester to avoid 
vertical transmission of the BmNPV to the next rearing season. 
To consider adequate disinfection points of view, distributional characteristics of the BmNPV and 
Bombyx mori cypovirus, BmCPV, were investigated in a sericultural farm where cocoon yield was 
heavily damaged by both viruses. Applying dust-feeding bioassays used previously in this chapter, 
author revealed that the BmNPV was mainly detected from the mounting room and the BmCPV was 
dispersed widely around the farming area. As to mention of the BmNPV distributional characteristic in 
this farm, the mounting room seemed to be the most important place for the nucleopolyhedrosis control. 
To overcome the chronic loss of the cocoon yield in the investigated farm, alternation of working 
manners in the mounting room and practical application of 0.5% (w/v) slaked lime solution were 
introduced, and then, cocoon yields in this farm were successfully recovered at the ordinary level 
without any viral diseases afterward. 




   To develop a new disinfectant effective to the BmNPV without using formaldehyde, usability of 
sodium hypochlorite (NaClO) with sodium carbonate (Na2CO3) was studied firstly. The BmNPV in 
occlusion bodies (OBs) was inactivated synergistically at 5-min treatment with a combined solution of 
0.3% (w/v) Na2CO3 and NaClO containing 100 ppm of free available chorine (FAC). On the contrary, 
0.3% (w/v) Na2CO3 or NaClO (FAC 500 ppm) single solution had no effect to the BmNPV inactivation. 
This result made it clear that the combination of NaClO and Na2CO3 could help the inactivation of the 
BmNPV at low concentration of FAC and disinfect the virus rapidly. 
   Secondary, as to the anti-corrosion performance, an interesting and useful phenomenon was 
observed when sodium tetrapolyphosphate (Na6P4O13) was added in the combined solution of NaClO 
and Na2CO3. Steel corrosion was strongly suppressed when steel blades were dipped in a combined 
solution of NaClO (FAC 337.2 ppm), 0.3% (w/v) Na2CO3 and 0.2% (w/v) Na6P4O13. Concerning the 
anti-corrosion background of Na6P4O13, existence of NaClO was needed to exert the anti-corrosion 
performance. That is, steel blades in a single solution of 1.2% (w/v) Na6P4O13 were corroded within 24 h 
while no steel corrosion was observed when steel blades were dipped in NaClO (FAC 337.2 ppm) 
solution adding 1.2% (w/v) Na6P4O13. Combing three chemicals, NaClO, Na2CO3 and Na6P4O13, 
synergistic effect to the rust prevention was also expected in the practical application.  
Finally, the BmNPV inactivation was checked using the combined solution of NaClO (FAC 286 
ppm), 0.3% (w/v) Na2CO3 and 0.2% (w/v) Na6P4O13 and it was confirmed that the BmNPV was 
disinfected completely with immersion treatment of the OBs for 10-15 min in a conventional bioassay 
used over this chapter. 
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Chapter IV: Estimation for the practical availabilities of the combined solution of NaClO, Na2CO3 
and Na6P4O13 
To avoid the pH decrease owing to the water quality, final concentration of Na2CO3 was slightly 
modified in 0.5% (w/v). A finally decided solution was a mixture of NaClO (FAC 240 ppm), 0.5% (w/v) 
Na2CO3 and 0.2 % (w/v) Na6P4O13. This mix solution was named as “Disinfectant Cleaner for 
Sericulture (DCS)”. Using the food additive grade of the three chemicals, the DCS solution was 
prepared with the ground water used in the cleansing work of the rearing rooms in the Institute of 
Sericulture, Dainippon Silk Foundation. Firstly, effects of the DCS solution were checked against the 
silkworm pathogens including BmNPV (1.03×10
9





 conidia/ml), Beauveria bassiana (1.18×10
8
 conidia/ml), Nomuraea rileyi 
(1.01×10
8
 conidia/ml), Metarhizium anisopliae (1.06×10
8
 conidia/ml), Serratia marcescens (1.10×10
9
 
CFU/ml), and Nosema bombycis (8.80×10
8
 spores/ml), and these pathogens were disinfected completely 
within 5-15 min with the DCS treatment. Secondary, an anti-corrosion performance of the DCS solution 
against steel, copper and brass was evaluated by an immersion method, and it was confirmed that these 
metals were remained its form without rusting. Thirdly, after the massive spraying of the DCS solution 
in a rearing room heated at 30℃, the volatility of chlorine gas was checked using gas detection tubes. 
And it was confirmed that the concentration of chlorine gas after 24hours was less than 0.025 ppm. 
Lastly, preparing cost of the DCS solution was compared with that of 2-3% formaldehyde, and it was 
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